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Abstract 



Laser beam which process and assembly separates and sorts a range of biological objects such as tissue 
cells comprises: (a) a microscope (2) for the observation of objects such as tissue samples resting on a 
substrate (4); (b) a focused laser beam (13) directed at \- 1 biological item(s) (10) under preparation, where 
the laser source and substrate may be moved relative to each other, and -(c). a capture vessel (18, 20) 
located behind the substrate which intercepts the selected objects which are ejected (14) from the sample by 
the laser beam. 
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j^Verfehren and Vorrichtung zur Gewinnung von feserdissoktierten Partltofei wie bfolOTischeZellen bzw. 
Zeiiorganeilen, Chromosomentellchen etc 

2> Verfahren und Vorrichtung zur DurohfQhrung das Verfah- 
rens Kim Sapariarwt und Sortteren von bfologtschan Objefc- 
ten, mft 

- ainar Mikrcakopanordming (2) zur Beobachtung von bioio- 
glschsn Objektan wta Gawebaschnittan auf emam Objekt- 
treger (4), 

- emar Lasaranordnung zur Erzaugtmg etnas fokussierten 
Laserstrahh (13) 2um Fraipraparieren einee odar mehrarer 
Balaktlartar biologmchar Objekta (10} auf dam Objeterfiger 
(4), wobai Lasaranordnung and Objakttrager relativzueinan- 
der verschisbltch angeordnet stnd« 

- und elner Auffangvorrichtung (18 bzw. 20) in Richttmg das 
Laserstrahls hinter dam Objekttragar (4) rum Auffengsn dar 
salafctrerten Objekta (10), dla nach dam FraipraparJarsn 
derse&en dutch elnen LasaHnd uzierteft TransportprozeS 
(eEnan *Laser-Schu6") voni ObjakttrSgar (4) auf dla Auffang- 
vbrrJchtung (18 bzw. 20) wegkatapuftfert wardan (Hugbahn 
14}- 
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Beschretbung strahlen die auf emem Trfiger befmdEchen unerwflnsch- 

tea biologischen Objekte mil hohen Strahlungsdosen 
^ Die Erfindung betrifft ein Verfahren mod eine Vor- zemon, wfihrfenrf dfe aelekticrten (f»rwflngf»h*AriVnfrj ft k- 
richtung zum Sortferen und Separieren fur eanzdne bio- te zuriick bleiben (US 4 624 915). Dieser ProzeB ist ver- 
iogische Objekte. Die Objekte sind hierbei auf einem s hSltnisrpSBig aufwendig, urn einzelne Objekte aus gro- 
festen planaren TrSger nebeneinander angeordnet Mh Ben Populationen zu selektieren. 
diesem Verfahren ktanen aus einer sehr groBen Zahl Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht 
von Objekten (r. B. 10 5 — 10 9 ) einzelne Objekte raumlich in der r&umEchen Separation einzelner biologischer Ob- 
abgetrennt und ausgesondert werden. Die Abtrennung jekte, die nebeneinander auf emem festen planaren TW- 
vongehftuftenZeUenalsGesamteinheitistebensoinSg- io ger wie z. B, einem Objekttrfiger aus Glas ausgebracht 
hch. Bbenso kann das Verfahren zur Separation von sind. Hierbei soil der Vorgang des Absonderns m5g- 
spezifischen Zellen aus Gewebeschnitien eingesetzt Bchst kurz {< 10 s) and berHhrungslos, z.B. in abge- 
werden. Voraissetzung far dieses Sortierverfahren ist trennten, sterilen Kammern durchffihrbar, sein, AnBer- 
die vorherige Erkeimung und Selektion der betreffen- dem soil der ProzeB sehr zuverl&ssig und damit in einfa- 
den Objekte aufgrund spezifischer Eigenschaften (z. BL 15 cher Weise antomatisierbar sein. Gldchzeitig soD die 
durch Farbung, Fluoreszenzmarkierung oder durch ra- Oberlebensfahigkeh der biologischen Objekte ia der 
dioaktive Markierung). Unter "biologischen Objekten" Regel gewflhrleistet bleiben; d h. die biologischen Ob- 
werden im Rahman der voriiegenden Anmeldung vor jekte sollen durch den Abtrennprczefi nicht geschldigt 
allem lebende oder fbderte biologische Zellen oder Zell- hzw. beeintrfichtigt werden. 

bestandteile verstanden. 20 In der Patentanmeldung 196 03 996J vom 05.02.1996 

Zur Separation einzelner biologischer Objekte lassen wind diese Aufgabe dadurch gelGst^ daB ein Bereich ei- 
sich Objekte mh optischen Methoden, wie der optischen ner Tragerfolie, auf dem sich das selektierte biologische 
Pinzctte (Optical Tweezer) in einer w&firigen L6sung Objekt befindet; mit einem Laserstrahl ausgeschnitten 
bewegen (K. Schiftze, A. Clement-Sengewald, Nature, und dnrch dnen kser-induzierten TransportprozeB auf 
667 (Vol 368) 1994). Aufgrund der geringen KraftGber- 2s ein unmittelbar oberhalb oder unterhalb der TragerfoEe 
tragung ist diese Methode auf Objekte beschrankt, die angeordnetes Auffangersubstrat Gbertragen wird Die 
sich frei in der LBsung bewegen kfinnen. Da sich die Lasting nach diesem frflheren Vorschlag besteht also 
sortierten, wie die unsortierten Objekte in der gieichen darin, daB die biologischen Objekte in einem kleinen, 
Losung befinden, ist eine getreimte Kultivierung nur mit vorzugsweise kreisf5rmigen Umfeld mitsamt der Trfi- 
zusitdichem Aufwand erzielbar. Pfir eine getrennte 30 gerfotie von einem Laserstrahl ausgeschnitten und zu- 
KuMvierimg-mxissen diese Zellen mh einer anderen Me- sammen rait dem ausgeschnhtenen Tefl der Tr&gerfolie 
thode, wie z.B. mit Mikrokapillaren abgetrennt bzw. anf einen in der N&he angebrachten Auff&uger ge- 
abgesaugt werden. Adhfirent wachsende Zellen kftnnen schleudert werden. Dies geschieht offenbar aufgrund 
mit f einen Nad ein, die fiber Mikroznanipulatoren be* des Lichtdrucks des Laserstrahls, da die herausgetrenn- 
wegt werden, separiert werden. Hierbei werden die Zel- 35 ten Telle der Tr&gerfolie mitsamt dem biologischen Ob- 
len direkt beruhrt und kdnnten somh mechanisch bela- jekt darauf stets in Richtung des Laserstrahls beschleu- 
stet werden, Beide Methoden sind verhaltnisnifiBig zeit- nigt werden. 

intensiv, so daB sic nicht zur Bearbeitung einer Vieizahl Zur weiteren Verbesserung des Verfahrens nach vor- 
von Objekten geeignetsincL genannter Patentanmeldung 196 03 996J wird vorlie- 

Zur Separienung einzelner Zellen aus einer groBen 40 gend eine neue und verbesserte Ldsung der der Erfin- 
Zahl (> IO 6 ) in einer Fliissigkert dispergierter, biologi- dung zugrundeliegenden Aufgabe dadurch vorgesehen, 
scher Objekte geeignete Trenn- bzw. Sortierapparate daB der Ltchtdrock des Laserstrahls nun dafur verwen- 
sind kommerziell erhaWich. WShrend bri der flnores- det werden soD, das gewttnschte Partikel bzw. biologi- 
zenzaknvierten Zellsortierung (FACS — Fluorescence sche Objekt selbst unmittelbar von der Oberflfiche des 
activated Cell Sorter) elektrostatische Prinzipien zur 4s festen planaren TrSgers (Objekttr&ger oder Petrischale) 
raumlichen Separation zum Einsatz kommen, arbeitet wegzukatapuhieren und in einem geeigneten Gefai 
der magnetisch aktivierte Zebsortierer (MACS = Ma- aufznfangen, <Lfcu die Separierung ernes biologischen 
gnetic activated Cell Sorter) mit magnetischen Krflftea Objektes ist audi ohne gieichzeitigcs Heruusldsen bzw. 
Hierbei liegea die Zeflen jedoch nicht auf einem plana- Herausschiieiden des das biologische Objekt tragenden 
ren TrSger nebeneinander. Oberdies haben beide Me- 50 Beretches der TrfigerfoUe m^^ich. Dies geschieht nach 
thoden den Nachteil, dafi sich manche Objekte nur ein- der voriiegenden Neuerung bzw. Verbesserung in der 
geschrankt (FACS) oder Oberhaupt nicht getrennt von- folgenden Weise, die anhand der beiliegenden Hg. 1 bis 
einanderabsondern lassen (MACS). 3 erlautert werden boH: 

Die vorgestdlten Methoden kSnnen kerne Zellen aus Bei Verwendung ein^ aufrechten Mikroskopes 2 ge- 
einem ZeUverband wie etwa einem Gewebe oder aus 55 m£B Fig; 1 wird ein geeigneter Objekttrager 4 (Dicke 
histologjscfaen GewebeprSparaten ldsen. circa 170 jim) umgekehrt auf die Au&tahmehahenmg 6 

Ferner sind unter dem Namen "Ablative Photode- eines speziell fur die Lasermikromanipnladon entwik- 
composition** Verfahren bekannt, bei denen mit gepols- kelten MScroskopdsches B gelegt, d h. das biologische 
ten UV-Lascrru insbesondere mit Exdmer-La&em, ein Objekt 10 befindet sich auf der Unterseite des Objekt- 
gezielter Materialabtrag bei Polymeren erfolgt Diese & trSgers 4. Bd dem Objekt bandeit es sich z. B. cm histo- 
Verfahren kfinnen im weitesten Stnne als Atzverfahren logische Gewebeschnhte von wenigen pm Dicke* oder 
angesehen werden. Ein ihnBches Verfahren, bd dem urn adherierende Oiromosomen- bzw. DNA-Praparate. 
jedoch ein kontinuierlich betriebener UV-Laser ver- Der Mikroskoptisch 8 ist fur eine Verschiebung in 2 
wendet wird, wird in dem US-Patent 5 21 1 805 beschrie- (fur x/y Bewegung) oder 3 Achsen (fur x/y/z Bewegung) 
ben. Dieses Verfahren soli sich zur industrieHen Bear- es ausgelegt und mit einer Aufhahmevorrichtang6fQrz.B. 
bertung von technischen Polymeren und zur biomedizi- Objekttrager 4 oder Petrisch&Ichen versehen. Der Tisch 
nischen Behandlung von biologischem Gewebe eignen. 8 ist also uber geeignet Antriebe motorisiert, die com- 
Hiermit ist ein Sorderprinzip verwandt, das mh Laser- putergesteuert in bekannter Weise z. B» Cber eine Com- 
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putermaos (oder J oys^B bewegt werden kSnnerL Die 
hybriden Schrittmotoraiaer Adisen-Antriebe arbeiten 
mit einer hohen Prfiririon. Der kleinste Schritt betrfigt 
20 urn, der nuodmale Verfahrweg des Mikroskoptisches 
8 kann bis zu mehreren Zentimetern (z. B. 10 em) betra- 
gen. Die Pr&ziston 2um Wiederauffinden gespeicherter 
Panfcte ist <4QQ tkxlEs kSimen Geschwindigkeiienzum 
Verf ahren des Mikroskoptisches voa nahezu Null bis zu 
25 mm/Sekunde gew&hit werden. Mit einem sog. Fra- 
rnegrabber wird das Qber eine Video kamera aufgezeich- 
nete, aktuelle MIkroskopbild auf einen Monitor gege- 
bea ond kann mit Computerfunktionen, z, B- Bef ehis- 
funktionen, Stenerzeichen, Kontrolimarken etc, gra- 
phisch fiberlagert werden (Video-Overlay). 

Fur Lasermikromanipulation geeignet sind nur dfinne 
ObjekttrSger {ca. 170 pin dick) oder Petrischalen mit 
dOnner (ca. 25 pun), gasdurchlassiger Folie (sog. Petri- 
penn-Schalchen). Da ffir die Lasennikromanipuladon 
im Nanometer-Bereich hohe Anforderungen an eine 
prfiztse Probenhalterung und Probenfuhrung gestellt 
werden, wurde die Aofnahmehalterung6 spezieli konfi- 
guriert: Bel den dunnen ObjekttrSgern 4 besteht die 
Gefahr, daB sie sich z. B. bei Verwendung von Ol-Im- 
mersions-Objektiven leicht durchbiegen und somit kei- 
ne gute Fokussierung erreicht werden kann. Um dies zu 
venneiden, mufi der ObjekttrSger 4 an mindestens 3 
Seiten der Halterungen aufliegen, wobei nur die beiden 
schmalen Seiten des Objekttrfigers 4 mit je einer Feder- 
klammer festgeklemmt werden kdnnen. Eine weitere 
Notwendigkeit, spezieli fflr die Lasermikroskopie, ist die 
exakte Justierbarbeh des Probenhalters (Objekttrager4 
oder Aufnahmehalierung 6> Es mufi gewfchrleistet sein, 
daB die Probe immer im gleichen Abstand zur Spkze 
des Objektivs 12 Begt. und zwar im gesamten Verfafar- 
bereich des Trfcgers (circa 5—10 cm). 

Zuerst werden geeignete biologische Objekte 10 mit 
einer kleineren VergrSBenmg lichtoptisch ausgewfihlt 
Sobald alle interessanten Objekte im Computer gespei- 
chert sind, wechselt man zu einem hShervergroSernden 
Objaktiv, Den durch den Objektivwechsel bedSngten 
Strahlversatz (chromatische Abberation) gleicht man 
durch eine Korrekturfunktion an einem gespeicherten 
Wert aus, die dann automatisch auf aJle gespeicherten 
Punkte Qbertragen wird 

Der Computer verfahrt nun zu dem ersten Objekt ia 
Das von einer Videokamera auf gezeichnete MIkroskop- 
bild wird auf dem in den FIguren nicht gezeigten Com- 
putennonitor dargestellt En Marker auf dem Monitor 
zeigt die Position des Laserstrahlfokusses an- Die Mi- 
kroskopbflhne wird entweder per Hand {Qber Maus 
oder Joystick kontrolliert) bewegt oder fahrt automa- 
tisch durch ein Computerprogramm gesteuert nacfa vor- 
gegebenem Muster im wesentiichen kreis- oder spiral- 
fdrmig um das gewShhe Objekt 10 herum. Der "Marker 0 
auf dem Monitor kann als "Stiff betrachtet werden, mit 
dem die JContur des gewQnschten biologisdhen Objek- 
tes nachgezeichnet wird Wenn gieichzeitig der Laser 
mit einer Pulsfrequenz von circa 15—20 Hz feuert, wird 
alles Material, das sich in der SchuBfinie im Bereich des 
"Marker" befindet, abgetragezi bzw. zerstdrt Der ex- 
trem fokussierte Laserstrahl "zeichnet" eine feine Linie 
yon circa 500 nm Breite rund um das gewQnscbte Ob- 
jekt 10 und trennt es somit von seiner LTmgebung. Bei 
Zellen im histologischen Schnitt I5st sich durch diese 
Prozedur die gewdnschte ZeUe vom Zellverband und 
lockert sich vom Untergrtmd in Gestalt des Objekttra- 
gers 4. Durch das oben erwShnte spiralfBrmige Umrun- 
den der ausgewfihlten ZielzeUe wird der freigelaserte 
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Bereich nmcnsm die Zefle vergroBert 

Bei dem bier verwendeten Laser handelt es sich um 
einen gepulsten, kompakten Stickstofflaser von hoher 
StrahlquaEtat (Welienlange; 337 nm, Pulsdauer: 3 nsec 
(Nanosekunden), Pulsfrequenz; von 10 bis 20 Hertz^ 
Andere Laser sind auch denkbar, sofem die verwendete 
Laserweflenlange das biologische Material nidit negativ 
beemfluBt Der Laserstrahl selbst bzw. seine Quelle 
bleibt VOTZUgsweise unbewegSch- AUerdings Wflnn der 
Laser auch in x/y Richtung mit emem Radius von circa 
1 00 jim relativ zur Objektebene bewegt werden, dh. 
letztendfich ist nur wichtig, daS Laserstrahl und Objekt- 
ebene (MOcroskoptisch) relativ zueinander bewegt wer- 
den. 

Das auf diese Weise freipraparierte Objekt ifami nun 
sdmefler und sicherer als im Stand der Technik (etwa 
miteiner Nadel) und vor aflem beruhrnhgslos, <L h. wenn 
nStig auch volfig steril, mit einem weiteren, gezidten 
LaserschuB automatisda in ein ProbengrfaB hinein kata- 
pultiert werden (Fhigbafan 14). 

Dazu ist es notwendzg, daB eine zweite Aufnahmehal- 
tenmg 16 (z. B. um ein AuffanggefaB 18 oder eine Mi- 
krotherplatte einzuspannen) fiber zwei motorisaerte und 
computergesteuerte Achsen so unter die erste Aufnah- 
mehalterung 6 verf ahren wird, daB das per Laser frei- 
prftparierte Objekt 10 genau uber d«n AuffanggefiB 18 
plaziert wird Hier ist ebenfalls eine hohe PrSzision der 
Motorbewegung Voraussetzung fur ein sauberes Auf- 
sammeln der gewiinschten Objekte. Ein einzeiner, ge- 
zielter LaserschuB (eventuell leicht d^okussiert) schleu- 
dert das selektierte biologische Objekt 10 bzw. die ZeUe 
in Strahlrichtung (Flugbahn 14) ins AuffanggefaB IB. 
Danach kann ein nenes Objekt ausgeschnitten werden 
und derganze Vorgang wiederiiolt sicL ; 

Zur Beschleunigong des Sammehrorgangs k6nnen al- 
le gewfinschten Objekte zuerst mit dem Laser freipra- 
pariert werden. Danach wird das AuffanggefSB 18 unter 
den Mikroskoptisch gefahren. Die MDcroskopbOhne 
&hrt nacheinander die gespeicherten; lasermikrodissek- 
tierten Objekte wieder an. Je ein SchuB befSrdert die 
enizetnen Objekte nacheinander in jeweils frische 
(neue) AuffanggrffiBe IS, Fig. 1, die koordiniert mh der 
Bewegung der Mikroskopbiihiie 8 wehertransportiert 
werdea 

Bei einem inversen Mikroskop (Fig; 2) kann ein kie- 
bendes Scheibchen (Klebefolie, Agar bestrichener Trfi- 
ger eta), das wemge jim direkt uber das ausgeschnittene 
Objekt gefuhrt wird, zum Auffangen des wegkatapul- 
tierten Objektra verwendet werden* Diese Klebeklat- 
sche 20 wird dann vom Robotarm 22 in ein gedgnetes 
GefaB (Hg* 3) geworfen, und der Robotarm 22 sucht 
sich ein nenes Klebeteilchen (siehe Fig. 2\ 
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2 aufrechtes Mikroskop 

3 inverses Mikroskop 
40bjekttrtger 

5 

6 A ufnah m ehalterung/-vomchtung 
7 

8 Mikroskoptisch/- btlhne 
9 

10 bioL Objekte) 
It 

120bjektiv 

13 fokussierter Laserstrahl 
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14Fhzgbahn 
15 

16 zwdte Aufnahmehalter 
17 

lSAuffan^gefafl 5 
19 

20KIebekIatsche 
21 

22Roboterarm 

10 

PatentansprQche 

1. Verfahren zum Separieren und Sortieren von 
biologischen Objekten auf dnem planaren Tracer 
(4X auf dem sich die sdektierten biologischen Ob- is 
jekte (10) zasammen rait weitarer biologischer 
Masse befinden, dadnrch gekennzeicknefc dafi zu- 
mindest ein in sich geschlossener streifenformiger 
Ten der das selektierte biolpgische Objekt (10) urn- 
gebenden wtiteren biologischen Masse durch ei- 20 
nen Laserstrahl (13) eatferat wird, so da3 das selek- 
tierte biologische Objekt (10) von seiner Umge- 
bung freiprfpariert ist, und daQ anschfieBend das 
auf dem Triger (4) befimfliche freipraparierte Ob- 
jekt (10) durch einen weiteren Laser-SchuB/Laser- 25 
iaduzierten TransportprozeB von dem Trfiger (4) 
zn einer Auffeugvorrichtuug (IS, 20) wegkatapul- 
tiert wird (PItigbahn 14> 

2. Vorricbtung zur DurchfOhrung des Verfahrens 
nachAnsprudiUgekennzeic^ 30 

— eine Mikroskopanordniing (2) zur Beobach- 
tung von biologischen Objekten wie Gewebe- 
schnitten anf einem Objefcttrflger (4) 

— eine Laseranordnung zur Erzengung eines 
fokussferten Laserstrahls (13) zum FreiprSpa- 35 
rzeren eines oder mehrerer selektierter biolo- 
gischer Objekte (10) anf dem Objekttrllger (4% 
wobei Laseranordnung und Objekttrfiger rela- 
tiv zueinander verschiebEch angeordnet sind, 

— uad eine Anffangvorrichtung(18 bzw, 20) in 40 
Richtung des Laserstrahb hinter dem Objekt- 
trfiger (4) zum Auffangen der sdektierten Ob- 
jekte (10), die nach dan Freipriparieren der- 
selben durch einen Laserinduzierten Trans- 
portprozeB (einen "Laser-ScbuB") vom Ob- 45 
jekttrager (4) auf die Auffangvorrichtung (18 
bzw. 20) wegkatapuluert werden (Flugbahn 
14X 
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